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OZET

Nattokinase (Nattokinaz) potent fibrinolitik aktivitesi oldugu gosterilmis,
haslanmis soya fasiilyesinin Basillus subtilis natto kullanilarak fermente edilmesiyle
elde edilen, Japonya’ya 0zgiin geleneksel besin maddesi olan bir serin proteazdir. Bu
deneysel calismanin amaci, siganlara sepsis oncesi 7 giin intragastrik nattokinaz
verilmesinin plazma fibrinojen seviyesi, hemoreolojik parametreler ve mortalite
tizerine etkilerinin incelenmesidir.

Calismada 100 tane 180-250 gram agirliginda Wistar tipi genc¢ disi sican
kullanildi. Sicanlardan 60 tanesi, 0.6 mg/giin dozda nattokinaz uygulanarak
biyokimyasal ve reolojik parametrelerin analizi (Deney 1) amaciyla, 20 tanesi 6
mg/giin dozda nattokinaz uygulanarak biyokimyasal ve reolojik parametrelerin
analizi (Deney 2) amaciyla, 20 tanesi ise hayatta kalma analizi (Deney 3) yapilmasi
amaciyla farkl ii¢ deneyde kullanildi.

Calismamizin sonucunda;

1. Diisilk dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz kullanilan Deney 1’de, nattokinaz
uygulanan gruplarda plazma fibrinojen diizeyi, plazma viskozitesi ve eritrosit
agregasyonunda istatistiksel olarak 6nemli olmayan azalma tespit edildi. Eritrosit
deformabilitesi bulgularinda ise gruplar arasinda fark goriilmedi.

2. Yiksek dozda (6 mg/giin) nattokinaz uygulanan sicanlarda kan viskozitesi ve
plazma fibrinojen degisikliklerinin arastirildigi Deney 2’de gruplar arasinda
onemli fark bulunmadi.

3. Nattokinaz+Cekal ligasyon ile Cekal ligasyon gruplar1 arasinda hayatta kalma
siklig1 ve yasam siiresi agisindan 6nemli fark bulunmadi.

Sonug olarak; sicanlarda c¢ekal ligasyon ve delme ile olusturulan intraabdominal
sepsis Oncesi 7 giin boyunca intragastrik nattokinaz verilmesi plazma fibrinojen
seviyesi, kan ve plazma viskozitesi, eritrosit agregasyonu ve deformabilitesi ile
sepsise bagli mortalite {izerine istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmamustir.
Ancak farkin 6nemli olmamasinin uygulanan nattokinaz dozu, uygulama siiresi ve
denek sayisi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Nattokinaz, sepsis, fibrinojen, viskozite, agregasyon
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ABSTRACT
Nattokinase is a serin protease having potent fibrinolytic effect, which is an authentic
traditional food in Japan, derived from fermentation of boiled soy bean by the use of
Basillus Subtilis Natto. The aim of this experimental study is to investigate the
effects of intragastric nattokinase administration for 7 days prior formation of sepsis
in rats with caecal ligation and puncture (CLP) on plasma fibrinogen levels,
hemorrheologic parameters and mortality.

One hundred adult female Wistar rats of 180-250 grams were used in the study.
Biochemical and rheologic parameters were analysed using 0.6 mg/day nattokinase
in 60 rats (Experiment 1) and 6 mg/day nattokinase in 20 rats (Experiment 2).
Survival analysis was performed with 20 rats (Experiment 3).

Our findings:

1. A statistically insignificant reduction in plasma fibrinogen, plasma viscosity
and red blood cell aggregation occurred in Experiment 1. There was no
difference on behalf of red blood cell deformability between groups.

2. There was no significant difference in terms of mean plasma fibrinogen levels
and blood viscosity of rats between groups in Experiment 2.

3. No difference was found in survival rates and survival times in Experiment 3.

As a result; intragastric nattokinase administration for 7 days prior formation of
sepsis in rats with CLP had no statistically significant effect on plasma fibrinogen
levels, blood and plasma viscosity, red blood cell aggregation, deformability and
sepsis related mortality. The dosage and delivery period of nattokinase and number
of subjects included in the study may be the reason of insignificant results.

Key Words: Nattokinase, sepsis, fibrinogen, viscosity, aggregation
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GIRIS

Sepsis, organizmanin sistemik inflamasyona verdigi yanittir ve inflamasyonu
baslatan infeksiyonun dogrudan etkilemedigi bircok organ veya organ sistemlerinde,
geri dondiiriilebilme ihtimali olan akut fonksiyon bozukluklarina neden olabilir.
Sepsiste, pihtillagma faktorlerinin  kullaniminda artis  ve koagiilasyon -
antikoagiilasyon arasindaki dengede koagiilasyon lehine bozulma olur. Sepsisten
septik soka ilerleyen siirecte fibrinoliz erken donemde aktive olurken, ge¢ evrelerde
baskilanir. Mikrovaskiiler yatakta fibrin depolanmasi organ perfiizyonunda ve
parankimal hiicre fonksiyonlarinda bozukluk gelismesine ve buna bagli organ
yetersizligi ve oliime neden olur (1).

Nattokinaz potent fibrinolitik aktivitesi oldugu gosterilmis, Basillus Subtilisten
elde edilen bir serin proteazdir. Bu enzimin fibrinolizi arttirici etki mekanizmasi tam
olarak anlagilamamakla birlikte direkt olarak fibrini erittigi diisiiniilmektedir. Ayrica,
nattokinazin plazminojenin plazmine doniigmesini engelleyen plazminojen aktivator
inhibitor-1 (PAI-1) enziminin aktif bolgesinde sinirli bir proteoliz yaparak enzimin
inhibisyonuna neden oldugu ve bdylece plazminojenin plazmine doniismesini
hizlandirdig gosterilmistir (2).

Nattokinazin fibrinolitik aktivitesinin disinda gii¢lii fibrinojenolitik etkisinin
bulundugu ve coziinebilir plazma fibrinojen seviyelerinde azalmaya neden oldugu
One siriilmiistiir (3). Sepsiste akut faz reaktan: olan fibrinojenin diizeyinde artis
oldugu ve fibrinojen artisinin kan viskozitesi ve eritrosit agregasyonunda
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (4,5). Sepsis modelinde, nattokinazin
fibrinolitik/fibrinojenolitik islevlerinin eritrositlerin reolojik o©zellikleri ve kanin
akiskanligi iizerine etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu deneysel calismanin amaci, sicanlara sepsis Oncesi intragastrik nattokinaz
verilmesinin plazma fibrinojen seviyesi, tam kan ve plazma viskozitesi, eritrositlerin
reolojik ozellikleri (agregasyon, deformabilite) ve mortalite iizerine etkilerinin
incelenmesidir.



GENEL BiLGILER

2.1. Dogal Koagiilasyon ve Antikoagiilasyon Mekanizmalari

Cogunlugu karacigerde iiretilen pihtilasma faktorleri ihtiya¢ halinde belirli bir
sira ile aktifleserek koagiilasyon yolaginin son iiriinii olan fibrini olusturur (Sekil
2.1). Fizyolojik sartlar altinda bu tepkimeler minimal diizeyde uyarilmistir. Patolojik
diizeyde pihti olusumu dogal antikoagiilan sistem ve fibrinolitik sistemlerin
dengeleyici etkileri yardimiyla engellenir. Bu hassas dengenin korunmasinda
endotelin onemli katkilar1 vardir. Ciinkii bircok dogal antikoagiilan ve fibrinoliz
uyarict molekiiliin iiretimi ve islev gormeleri endotel tarafindan saglanir. Fizyolojik
koagiilasyon yolagi en fazla ekstravaskiiler hiicrelerden salindigi bilinen doku
faktoriiniin, kandaki faktor VII ile iliskiye gecmesi sonrasi etkinlesir. Doku faktoriine
baglanan faktor VII, trombin, faktor Xa veya komsu faktor VIla-doku faktorii
kompleksleri ile kolayca aktiflestirilir. Faktor VIla-doku faktorii kompleksi ise faktor
IX veya faktor X'u aktif enzim formuna doniistiiriir. Takiben F Xa protrombinden
trombin olusumunu saglar (6).

Piht1 olusumunda gorevli olan trombinin etkili olabilmesi icin giiclendirilmesi
gerekir. Fosfolipidler ve fosfotidil serin diizeyleri yiiksek olan hiicre yiizeyleri
trombin giiclendirilmesi i¢in uygundur. Doku faktorii-faktor VIIa kompleksinin
koagiilasyonu tetikleyici aktivasyonlar1 baglatmasindaki rolii disinda negatif yiiklii
fosfolipidler birkag mekanizma ile koagiilasyon reaksiyonlarinin gii¢clenmesini
saglar. Bu mekanizmalardan birincisi yiizeye faktor [Xa, VIIla, X, Xa, protrombin ve
Va'nin bagimsiz olarak baglanabilmesidir. Bu baglanmalar enzimler (faktor IXa ve
Xa) ve kofaktorler (faktor VIIla ve Va) arasinda fonksiyonel kompleksler
kurulmasini saglar. Membran yiizeyi olmadigi durumlarda bahsedilen protein-protein
iliskileri oldukca zayiftir. Ayrica substrat (faktor IX, X veya protrombin)
konsantrasyonunun artmasi, substratlarin aktivasyon icin ideal pozisyona gecmeleri
ve konfigiirasyon degisikliklerinin gerceklestirilmesinde membran yiizeyinin etkisi
biiytiktiir (7).

Koagiilasyon isleminin kontrol edilmesinden 3 temel mekanizma sorumludur. Bu
mekanizmalar sunlardir:

e Doku faktor yolagi inhibitorii: Doku faktor yolagi inhibitorii doku faktoriine
bagli olan faktér VIla'nin aktivasyonunu engeller. Inhibitoriin iki etki bolgesi
vardir. Bunlardan ilki faktor VIla'yr ikincisi ise faktor Xa'yir etkisiz hale
getirir (8).

® Heparin-antitrombin yolagi: Antitrombin-heparin mekanizmas1 vaskiiler
heparin benzeri proteoglikanlar yolu ile faktdr Xa, trombin, faktor IXa ve
doku faktoriine bagli faktor VIIa'nin etkilerini nétralize eder (9).

e Protein C antikoagiilan yolagi: Trombin endotel hiicre yiizeyindeki
trombomodiiline baglandiginda protein C yolag: aktif hale gecer. Protein C,
trombin-trombomodiilin kompleksi tarafindan aktif hale getirilebilecegi gibi
protein C'nin endotel hiicresi iizerindeki reseptorii iizerine baglanmasi da
aktiflesmesine neden olur. Aktif protein C reseptoriinden ayrildiktan sonra
protein S ile baglanarak faktor Va ve VIlIIa'y1 proteolitik olarak inaktif hale



getirir. Bu kofaktorler olmadan faktor Xa ve IX'a koagiilasyon yolagini etkili
sekilde isletemez (10).

Insanlarda heparin-antitrombin yolag1 veya protein C yolagindaki bozukluklar
tromboz gelisme riskini arttirirken doku faktorii yolagi inhibitorii eksikliginin etkileri
belirgin degildir. Bu yolaklarin fizyolojik Onemleri farelerde gen degistirilmesi
yontemi ile arastinlmistir. Tek bir yolagin engellenmesi bile embriyonik veya
neonatal 6liim ile sonu¢lanmastir (11,12,13).

2.2. Fibrinolitik Mekanizmalar

Olusan trombiisiin temizlenebilmesi i¢in fibrinoliz gereklidir. Fibrinoliz
plazminojen aktivatorleri araciligi ile plazminojenin aktif hale getirilmesi yoluyla
gerceklesir ve fibrin ¢oziinebilir fibrin yikim {riinlerine doniistiiriilir. Fibrinolitik
sistem inhibisyonu ya direkt olarak plazmin (0,- antiplazmin veya 0y -
makroglobulin) ya da plazminojen aktivatorlerinin etkilerinin engellenmesi ile olur
(14). PAI-1 ile hizla inhibe edilebilir. PAI-1 bir¢ok dokuda bulunmaktadir. PAI-1 'in
aktif olmayan formunu iceren trombositler disinda, hi¢bir hiicrede depolanmaz ve
sentez sonrasinda hizla dolagima verilir (15).

2.3. Sepsiste Koagiilasyon Anormallikleri

Sepsisli hastalarda trombosit sayisinda azalma ve pihtilasma zamaninda uzama
gibi kiiciik koagiilasyon anormallikleri olabilecegi gibi yaygin mikrovaskiiler
tromboz ve bir¢cok alanda es zamanli kanama ile karakterize yaygin damar ici
pihtilasma (DIK) da gozlenebilir. DIK tromboembolik olaylara veya mikrovaskiiler
fibrin birikmesi sonucu coklu organ yetersizliklerine (Multi-organ deficiency
syndrome=MODS) neden olabilir (16). Sepsiste gelisen DIK karmasik bir
patofizyolojiye sahiptir ve koagiilasyonu diizenleyici birden fazla yolakta, ayni
zamanda bozukluklar meydana gelir. Yapilan hayvan calismalarinda, sepsiste DIK
gelismesi sirasinda gozlenen koagiilasyon aktivasyonunun doku faktorii/faktor VIla
kompleksine (ekstrensek koagiilasyon yolagi) dayali oldugu gosterilmistir (17).

Fizyolojik kosullarda doku faktorii vaskiiler endotelin liimene bakan yiizeyinde
saptanamaz ancak dolasimdaki kan hiicrelerinde ¢ok diisiik miktarlarda bulunabilir.
Infeksiyon durumunda veya endotoksin ya da TNF ile stimiilasyon sirasinda ise doku
faktorii kandaki mononiikleer hiicreler ve vaskiiler endotel iizerinde hizla artar. DIK
sirasinda doku faktoriine dayali trombin iiretiminin sonucu sistemik fibrin olusur ve
antitrombin ve protein C sistemleri gibi trombin olusumunu engelleyici
mekanizmalarin fonksiyonlar1 yetersiz kalir (18).
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Sekil 2.1 Koagiilasyon ve fibrinolitik sistemin sematik gosterimi. DFYI: Doku faktorii yolag:
inhibitorii, AT III: Antitrombin IIT, PAJ 1: Plazminojen aktivator inhibitor 1

Antitrombin III koagiilasyonun intrensek, ekstrensek ve ortak yolaklarini
etkileme kapasitesi olan onemli bir koagiilasyon regiilatoriidiir. Sepsiste tiikketim
artist ve aktif notrofillerden salinan elastazin parcalayict etkileri nedeniyle
dolasimdaki antitrombin diizeyleri azalir (4).

Sepsiste, pihtilasma faktorlerinin  kullannominda artis ve koagiilasyon -
antikoagiilasyon arasindaki dengede koagiilasyon lehine bozulma olur.
Inflamasyonda salman mediyatorler trombosit sayisini ve aktivasyonunu arttirir,
dogal antikoagiilan mekanizmalar1 baskilar, koagiilasyon sistemini aktive eder ve
fibrinolizi engellerler (Sekil 2.2). Benzer sekilde, koagiilasyon sirasinda
trombositlerden salinan mediyatorler ve hiicreler arasinda kurulan baglantilar
inflamasyon yanitin1 arttirabilir. Bu sekilde koagiilasyon sisteminde sonucta DIK
olusumuna neden olan kisir bir dongii olusur (7).
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Sekil 2.2: Sepsiste sitokin iligkili mikrovaskiiler trombozun patojen yolaklar1

Sepsiste DIK gelismesinde koagiilasyon yolaklarinin aktivasyonunun etkisi kadar
fibrinolitik sistemin engellenmesi de onemlidir. PAI-1 diizeyleri sepsiste
inflamasyona yamt olarak 6nemli miktarda yiikselir. PAI-1 diizeylerinin artmasi
sonucu plazminojen aktif formu olan plazmine doniistiiriilemez ve fibrinin
yikilamamasina bagli olarak yaygin mikrovaskiiler trombiis ve buna bagli organ
yetersizligi gelisir (19).

2.4. Fibrinolitik/Fibrinojenolitik Tedavide Deneysel Yaklasimlar
Etki mekanizmalarindaki farklilik temel alindiginda fibrinolitik / fibrinojenolitik
ajanlar iki ana grupta incelenebilir (20):
1. Plazminojen aktivasyonu saglayan ajanlar:
® Plazminojen aktivatorleri: t-PA (doku tipi plazminojen aktivatorii)
veya u-PA (iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii) direkt olarak fibrinoliz
yaptiklar1 gibi PAI-1'in trombotik etkilerini de azaltir. Bu etkileri ile 6zellikle
klinikte trombolitik tedavide kullanilmaktadir (21,22). Ancak tedavi sirasinda
istenmeyen kanama riski yiiksektir.

= PAI-1 inhibitorleri: Sepsiste gelisen DIK tedavisindeki etkinlikleri
heniiz arastirllmamis olsa da deneysel calismalarda gosterilmis olan
fibrinolitik, trombolitik ve antitrombotik etkileri gelecek yillarda sepsis
tedavisinde kullanilmalar1 agisindan umut vericidir. Doku plazminojen



aktivatoriiniin etkisini arttirir, endojen trombolizi hizlandirir ve trombiis
olusumunu azaltir (23).

2. Plazmin benzeri proteinler

= Metaloproteinaz ve serin proteinazlar: Yilan venomundan elde
edilirler. Fibrinolizi, fibrinojenolizi arttirdiklar1 ve trombolitik tedavi sonrasi
tekrar trombiis gelisimini azalttiklar1 gosterilmistir. Ancrod, alfimeprase,
defribase ve hementin arastirmalarda etkinligi gosterilmis proteinazlar
arasindadir (24,25,26).

* Mikrobial fibrinolitik enzimler: Diisiik maliyetleri ve yan etkilerinin
azlig1r nedeniyle yillardir aragtirmalara konu olan ajanlardir. Streptococus
hemoliticus'dan elde edilen Streptokinaz ve Staphylococus aureus'dan elde
edilen stafilokinaz trombolitik tedavide etkin oldugu gosterilmis olan
ajanlardir (27). Cesitli bakteri, aktinomiges, mantar ve alglerden elde edilen
bircok fibrinolitik/fibrinojenolitik enzim bulunmaktadir. Basillerin geleneksel
fermente yiyeceklerden fibrinolitik enzim elde edilmesini saglayan farkli
tipleri mevcut olsa da en iyi bilineni ve {iiretilmesini sagladigi enzimin
(nattokinaz) etkisi in vivo/in vitro olarak gosterilmis olan1 Basillus nattodur
(20)(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Geleneksel besinlerde cesitli basil tipleri ile elde edilen fibrinolitik  /
fibrinojenolitik enzimler

Mikroorganizma Besinin adi Enzimin ad1
B. natto Natto, Japan Nattokinase, NK
B. amyloliquefaciens DC-4 Douchi, China Subtilisin DFE
Bacillus sp. CK Chungkook-jang, CK

Korea
Bacillus sp. DJ-4 Doen-jang, Korea Subtilisin DJ-4
Bacillus sp. DJ-2 Doen-jang, Korea bpDJ-2
Bacillus sp. KA38 Jeot-gal, Korea Jeot-gal enzyme
B. subtilis QK02 Fermented soybean QK-1 and QK-2
Bacillus firmus NA-1 Natto -
B. subtilis IMR-NK1 Natto -
Bacillus sp. KDO-13 Soybean paste. -

Korea

2.5. Nattokinaz

Haslanmis soya fasiilyesinin Basillus subtilis natto kullanilarak fermente
edilmesiyle elde edilir. Yerel adiyla Natto, Japonyada farkli damak tadi nedeniyle
1000 yildan uzun siiredir yaygin olarak tiiketilen geleneksel bir besin maddesidir.
Halk arasinda yorgunluga ve beri-beri bulgularina karsi iyilestirici olduguna ve
kardiyovaskiiler hastaliklari, osteoporozu ve yaslanmayi engelledigine inanilmaktadir
(3). Nattonun fibrin pihtilarim1 eritme yeteneg8i ayni zamanda enzimi izole eden ve



saflagtiran Sumi (28) tarafindan gosterilmis ve ismi Nattokinaz olarak bilimsel
literatiire ge¢mistir.

Nattokinaz 275 aminoasit rezidiisiinden olusan, molekiil agirligi 27,7 kDa olan ve
subtilinler ile yiiksek molekiiler benzerlik gosteren bir serin endopeptidazdir. Enzim
pH=7-12 olan ortamlarda ve 50°C altinda stabildir. Olusturdugu fibrinolitik aktivite
fenilmetilsiilfonil florid, diizopropilflorofosfat veya E-64 ile geri doniisiimsiiz olarak
engellenebilir (29).

Fibrinolitik aktivitesinin plazminden yaklasik 4 kat daha fazla oldugu piht1 erime
analizlerinde gosterilmistir (31). Insan calismalarinda, fibrinolitik aktiviteyi en az 2
kat arttirdigi ve plazma doku plazminojen aktivator ve fibrin yikim {riinleri
seviyelerini ylikselttigi gosterilmistir (32). Fibrin iizerine dogrudan etkisine ek olarak
plazminojenin plazmine doniismesini hizlandirdig1 ve reaktif alanin sinirli proteolizi
ile PAI-1' inaktive ettigi gosterilmistir (2). Yapilan deneysel calismalarda, kontroller
ile kiyaslandiginda enzimin deney hayvanlarinda kanamaya yatkinligi arttirmadigi
bildirilmistir (33).

Biiyiik molekiilli  proteinlerin  sindirim  sisteminde spesifik olmayan
parcalanmaya ugramalar1 bu proteinlerin inaktif hale gelmelerine neden olur. Ancak,
yaklagik 27 kDalton biiyiikliige sahip olan Nattokinaz'in ratlarda gastrointestinal
yoldan emilime ugradigi ve enzimin duedonuma verilmesi sonrasi yarim saat
icerisinde plazmadaki fibrinojene baglanarak fibrinojenin pargalara ayrilmasina
neden oldugu bilinmektedir (34). Kopeklere oral yoldan verilmesi sonrasi deneysel
olarak olusturulmus trombiisiin eritildigi anjiografik olarak gosterilmistir (35).

2.6. Kanin Akiskanlik Ozellikleri

Kan dokusunun akiskanligi temel olarak kanin hiicresel elemanlarinin hacimsel
oranina ve reolojik 6zelliklerine (6rnegin; plazma viskozitesi, eritrosit agregasyonu
ve eritrosit deformabilitesi) bagimhidir. Ancak, kan akisi iizerine etkili olan kan
dokusunun reolojik davraniglari akimin meydana geldigi damarin boyutlarina ve
akim kosullarina gore degismektedir. Kan akimi ve doku perfiizyon degisiklikleri
goriilen durumlarda, vaskiiler kontrol mekanizmalar1 aracilifiyla damar c¢api
degistirilerek kompansasyon saglanir. Ancak damar yapist veya vazomotor yanit
mekanizmalar1 patolojik siire¢ nedeniyle bozulmussa (aterosklerozis, sepsis gibi) bu
kompansasyon gerceklestirilemeyebilir (36).

2.6.1. Plazma ve Kan Viskozitesi

Plazma kandaki hiicresel elemanlar icin tasiyici gorevi yaptigindan, plazmanin
akiskanliginda bir degisiklik olmasi dogrudan kan viskozitesine yansir. Viskozite
kayma geriliminin kayma hizina orami olarak tanimlanabilir (Sekil 2.3). Normal
plazma viskozitesi 37°C 'de 1.10-1.35 centipoise (cp) arasinda bir degere sahiptir
(37, 38).

Ancak, akut faz reaksiyonu gelisen fizyopatolojik durumlarda baslica fibrinojen
ve plazma proteinleri artisina bagli olarak plazma viskozitesi artar (39). Sepsisin geg
donemlerinde goriildiigii gibi hipodinamik dolasim durumlarinda hiicreler iizerinde
etkili olan kayma gerilimi azaldikca eritrositlerin sekil degistirme yetenegi azalir,
agregasyon artar ve rulo olusumu gozlenir. Boylece kan viskozitesi artar (5).



2.6.2. Eritrosit Agregasyonu

Hidrodinamik kuvvetler kiiciildiik¢e, eritrositler genis diskoid yiizeylerinden
birbirlerine yaklasarak kiimelenir ve eritrosit agregatlarini olusturur (40). Kan
akigkanliginin yeterli oldugu durumlarda eritrositler plazma icerisinde bir sivi
damlas1 gibi davranirken, akim hizinin yavaslamasi halinde eritrosit agregatlar
olusur. Eritrosit agregatlar1 kan akimi icerisinde sivi tabakalar1 arasindaki siirtiinme
kuvvetini ve dolayli olarak kanin viskozitesini arttirir (41). Eritrosit agregasyonu
plazma ve eritrosit Ozelliklerine paralel olarak degiskenlik gosterir. Plazma
fibrinojen konsantrasyonu eritrosit agregasyonu iizerinde ¢cok 6nemli rol oynar (42,
43). Hematokrit degeri ve eritrosit membraninin fizikokimyasal Ozelliklerindeki
degisimlere ek olarak eritrositlerin deformabilitesi de eritrosit agregasyonunu etkiler
(44, 45).

Sepsiste akut faz proteinleri miktarindaki artis eritrosit agregasyonunda da artisa
neden olur. Eritrosit agregasyonunda artis olmasi sepsiste sik rastlanan doku
perfiizyon bozukluklarmma neden olabilir. Eritrosit agregatlar1 siklikla sistemik
dolasimda diisiik kayma hizina sahip bolgelerde (Ornegin; venoz sistem) olusur ve
kan viskozitesini ve kan akimina kars1 direnci arttirir. Kan akimina karsi direncin
artmast ge¢c donem sepsiste goriillen hipodinamik kan akimina neden olarak doku
perfiizyonunu daha da kotiilestirir. Doku perfiizyonunun kétiilesmesi sonucu eritrosit
hasar1 daha belirgin hale gelir ve buna bagl gelisen eritrosit agregasyonu ve
deformabilite artis1 hemoreolojik kisir dongiiye neden olabilir (5,46).

2.6.3. Eritrosit Deformabilitesi

Eritrositlerin kan akimi sirasinda kendine uygulanan kuvvetlere yanit olarak
sekil degistirebilme yetenekleri olarak tanimlanan deformabilite eritrositlerin kendi
caplarindan daha kiiciik kapillerlerden gecebilmelerini saglar. Bu sekilde solunum
gazlarinin eritrositlerce taginmasi ve dokularda gaz degisimi yapilmasi miimkiin olur
(47, 48). Bikonkav disk seklinde olan eritrositler kiiresel bir yapiya doniistiikge sekil
degistirebilme yetenekleri azalir. Eritrosit deformabilitesini eritrosit geometrisi,
sitoplazma viskozitesi ve eritrosit membraninin reolojik 6zellikleri belirler (47, 48,
49, 50). I¢ ortamin ozmolaritesinde ve hiicre ici kalsiyum degisikliklerinde,
hemoglobinopati ile birlikte seyreden hastaliklarda ve dolagim sistemini ilgilendiren
patolojiler basta olmak iizere cesitli klinik tablolarda eritrosit deformabilitesi
degismektedir (50).
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Endotel
Sekil 2.3: Viskoziteyi belirleyen faktorler (5)

Viskozite= Kayma gerilimi/Kayma orani
= F/A [/ dv/dx

F= Akim kuvveti

A= Kayan sivinin birim alan

dv= Komsu s1v1 tabakalar1 arasinda kayma hiz1 farki
dx= S1v1 tabakalar1 arasindaki mesafe

Deneysel sepsis modellerinde eritrositlerin sekil degistirebilme yeteneginin
bozuldugu bilinmektedir. Sepsis sirasinda ortaya cikan serbest oksijen radikalleri
eritrositlerin hiicre i¢i proteolizisini, membran-lipit peroksidasyonunu ve nitrik oksit
tiretimini arttirir. Eritrositlerde hiicre ici serbest Ca™ miktari artar, ATP rezervi azalir
ve 2,3 difosfogliserat konsantrasyonlarinda degisiklikler olusur. Bu degisiklikler
sonucunda karbonhidrat icerigi ve membran pompa degisiklikleri ile karakterize
eritrosit membran bozukluklar1 ve eritrosit deformabilitesinde azalma olusur (5).

2.7. Hipotez
Bu caligmada test edilmesi planlanan hipotezler sunlardir:

e Nattokinaz; fibrinojenolitik ve fibrinolitik aktiviteyi arttirmasi
yoluyla, sepsisli hastalarda sik gozlenen serum fibrinojen artigini,
eritrosit agregasyonu, serum/kan viskozite artigin1 baskilar

e Nattokinaz; fibrinolitik, antiagregan ve viskozite azaltici etkileri
nedeniyle dolayl1 olarak sepsise bagli mortaliteyi azaltir

Sicanlarda ¢ekal ligasyon ve delme ile olusturulan intraabdominal sepsis oncesi 7
giin boyunca intragastrik nattokinaz verilmesinin plazma fibrinojen seviyesi, kan ve
plazma viskozitesi, eritrosit agregasyonu, eritrosit deformabilitesi ve sepsise bagl
mortalite {izerine etkileri incelenmisgtir.



GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Protokolii
3.1.1. Deneylerin Tamimlanmasi

Bu deneysel ¢alismada; Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Unitesinde yetistirilen 100 tane 180-250 gram agirhginda Wistar tipi geng disi sigan
kullanildi. Sicanlardan 60 tanesi, 0.6 mg/giin dozda nattokinaz uygulanarak
biyokimyasal ve reolojik parametrelerin analizi amaciyla (Deney 1), 20 tanesi 6
mg/giin dozda nattokinaz uygulanarak biyokimyasal ve reolojik parametrelerin
analizi amaciyla (Deney 2), 20 tanesi ise hayatta kalma analizi yapilmasi amaciyla
farkl ti¢ deneyde kullanild1 (Deney 3).

Deney 1:
Diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak biyokimyasal ve reolojik

analizlerin yapildig: ilk deneyde 60 sican her grupta 10 adet sican bulunacak sekilde
6 gruba ayrildi:

Kontrol grubu (K)

Laparatomi (Sham) grubu (Lap)

Cekal ligasyon grubu (CL)

Nattokinaz kontrol grubu (Nat)

Nattokinaz ve laparatomi grubu (Nat+Lap)
Nattokinaz ve cekal ligasyon grubu (Nat+CL)

AR N e

Deney 2:
Yiiksek dozda (6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak biyokimyasal ve reolojik

analizlerin yapildig: ikinci deneyde 20 sican her grupta 10 adet sican bulunacak
sekilde 2 gruba ayrildi (Nat+CL grubu ve CL grubu) ve bu ¢alismanin kontrol grubu
icin ilk deneyin Lap grubunun verileri kullanildi. Sonucta ikinci deneyde 3 farkli
grubun verileri degerlendirildi:

1. Laparatomi (Sham ) grubu (Lap)
2. Nattokinaz ve cekal ligasyon grubu (Nat+CL)
3. Cekal ligasyon grubu (CL)

Deney 3:
Hayatta kalma analizi yapilan {iciincii deneyde ise kalan 20 sican her grupta 10

adet sican bulunacak sekilde 2 gruba ayrildi:

1. Nattokinaz ve ¢ekal ligasyon grubu (Nat+CL)
2. Cekal ligasyon grubu (CL)
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3.1.2. Deneylerde Yeralan Gruplarda Yapilan Uygulamalarin Tamimlanmasi

3.1.2.1. Deney 1 ve Deney 2’de Yeralan Gruplarda Yapilan Uygulamalar

Tiim gruplarda sicanlara 1 hafta boyunca beslenme sondasi yardimu ile 12 saate
bir kez 1 ml gavaj (nattokinaz iceren veya icermeyen zeytinyagi) uygulandi.
Hayvanlar bu siire icerisinde standart sican yemi ile beslendi, sivi kisitlamasi
yapilmadi ve 12 saatlik diurnal 151k uygulandi. Hematolojik ve reolojik analiz deney
gruplarinda yapilan uygulamalar asagida belirtilmistir:

1. Kontrol grubu (K):
K grubuna dahil edilen 10 adet sigcana 1 hafta boyunca beslenme sondasi ile
giinde iki kez 1 ml nattokinaz icermeyen zeytin yag1 verildi. Bir haftanin sonunda
zeytin yagi gavaji sonlandirildi ve higbir cerrahi islem uygulanmadi. Son gavajdan

18 saat sonra batin acilarak abdominal aortadan kan alinmasi yoluyla sicanlar feda
edildi.

2. Laparatomi (Sham) grubu (Lap):

Lap grubuna dahil edilen 10 adet sicana 1 hafta boyunca beslenme sondasi ile
giinde iki kez 1 ml nattokinaz igcermeyen zeytin yagi verildi. Bir haftanin sonunda
son gavaj uygulamasini takiben eter anestezisi altinda laparatomi uygulandi.
Barsaklar eksplore edildi ve cekal ligasyon veya bagka bir cerrahi miidahele
yapilmadan batin kapatildi. Laparatomiden 18 saat sonra eter anestezisi altinda
sicanlara tekrar laparatomi uygulandi ve abdominal aortadan kan alinmasi yoluyla
sicanlar feda edildi.

3. Cekal ligasyon grubu (CL):

CL grubuna dahil edilen 10 adet sigana 1 hafta boyunca beslenme sondasi ile
giinde iki kez 1 ml nattokinaz igcermeyen zeytin yagi verildi. Bir haftanin sonunda
son gavaj uygulamasini takiben eter anestezisi altinda laparatomi ile ¢ekal ligasyon
ve delme (CLD) uygulandi. Laparatomiden 18 saat sonra eter anestezisi altinda
sicanlara tekrar laparatomi uygulandi ve abdominal aortadan kan alinmasi yoluyla
sicanlar feda edildi.

4. Nattokinaz kontrol grubu (Nat):

Nat grubuna dahil edilen 10 adet sicana 1 hafta boyunca beslenme sondasi ile
giinde iki kez 1 ml nattokinaz iceren zeytin yag: verildi. Bir haftanin sonunda zeytin
yag1 gavaji sonlandirildi ve hicbir cerrahi islem uygulanmadi. Son gavajdan 18 saat
sonra batin agilarak abdominal aortadan kan alinmasi yoluyla sicanlar feda edildi.

5. Nattokinaz ve laparatomi grubu (Nat+Lap)

Nat+Lap grubuna dahil edilen 10 adet sicana 1 hafta boyunca beslenme sondas1
ile giinde iki kez 1 ml nattokinaz igceren zeytin yagi verildi. Bir haftanin sonunda son
gavaj uygulamasini takiben eter anestezisi altinda laparatomi uygulandi. Barsaklar
eksplore edildi ve ¢ekal ligasyon veya baska bir cerrahi miidahele yapilmadan batin
kapatildi. Laparatomiden 18 saat sonra eter anestezisi altinda sicanlara tekrar
laparatomi uygulandi ve abdominal aortadan kan alinmasi yoluyla sicanlar feda
edildi.
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6. Nattokinaz ve cekal ligasyon grubu (Nat+CL)

Nat+CL grubuna dahil edilen 10 adet sicana 1 hafta boyunca beslenme sondasi
ile giinde iki kez 1 ml nattokinaz iceren zeytin yag: verildi. Bir haftanin sonunda son
gavaj uygulamasimi takiben eter anestezisi altinda laparatomi ile CLD uygulandi.
Laparatomiden 18 saat sonra eter anestezisi altinda sicanlara tekrar laparatomi
uygulandi ve abdominal aortadan kan alinmasi yoluyla sicanlar feda edildi.

3.1.2.2. Deney 3’de Yeralan Gruplarda Yapilan Uygulamalar

Tiim gruplarda sicanlara 1 hafta boyunca beslenme sondasi yardimu ile 12 saate
bir kez 1 ml gavaj (6 mg/giin nattokinaz igceren veya icermeyen zeytinyagi)
uygulandi. Hayvanlar bu siire igerisinde standart sican yemi ile beslendi, sivi
kisitlamasi yapilmadi ve 12 saatlik diurnal 151k uygulandi. Hayatta kalma analizi
deney gruplarinda yapilan uygulamalar asagida belirtilmistir:

1. Nattokinaz ve ¢ekal ligasyon grubu (Nat+CL)

Nat+CL grubuna dahil edilen 10 adet sicana 1 hafta boyunca beslenme sondasi
ile giinde iki kez 1 ml nattokinaz iceren zeytin yag: verildi. Bir haftanin sonunda son
gavaj uygulamasini takiben eter anestezisi altinda laparatomi ile c¢ekal CLD
uygulandi. Gozlem siirecine baslandi.

2. Cekal ligasyon grubu (CL)

CL grubuna dahil edilen 10 adet sicana 1 hafta boyunca beslenme sondasi ile
giinde iki kez 1 ml nattokinaz icermeyen zeytin yag1 verildi. Bir haftanin sonunda
son gavaj uygulamasini takiben eter anestezisi altinda laparatomi ile ¢ekal ligasyon
ve delme uygulandi. Gozlem siirecine baslandi.

3.2. Deneysel Sepsis Modeli Olusturulmasi

Deneysel sepsis modeli olusturulmasi amaciyla hayvanlara eter ile anestezi
uygulandi. Tiim siganlarin abdominal bolgesi tras edildi ve betadine soliisyonu ile
boyandi. Steril cerrahi teknik kullanilarak orta hatta yaklagik 2 cm uzunlugunda
insizyon yapildi ve cekum eksplore edildi. Cekum ilio¢ekal bileskenin hemen
distalinden intestinal obstriiksiyon olusturmayacak sekilde 3-0 ipek ile baglandi ve
antimezenterik yiizeyinden 2 kez 18-G igne ile delindi. Cekum deliklere dogru
sivazlanarak bir miktar fecesin deliklerden disariya sizmasi saglandi. Islemin
ardindan ¢ekum tekrar periton bosluguna yerlestirildi ve insizyon 3-0 ipek ile iki
tabaka halinde kapatildi. Laparotomi uygulamasi sonrasi dehidratasyonun
engellenmesi amaciyla sicanlara 2 ml/100gram viicut agirlig izotonik NaCl subkutan
yolla uygulandi. Postoperatif agr1 kontrolii i¢cin tramodolol HCI uygulanda.

3.3. Hayatta Kalmanin Degerlendirilmesi

CLD uygulanmasi sonrast hayatta kalma siirelerinin analizi i¢in sigcanlar ilk 24
saatte siirekli, 24—72 saatler arasinda 4 saatte bir kez, 3—7 giinler arasinda ise 8 saatte
bir kez gozlendi. Anestezi etkilerinin gecmesinin ardindan intraabdominal sepsis
gelismesi sicanlarda letarji gelismesi, fiziksel aktivitede azalma, tasikardi, solunum
paterninde bozulma gibi objektif bulgularla degerlendirildi.
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3.4. Biyokimyasal Parametreler

[k laparatomiden 18 saat sonra eter anestezisi altinda siganlara tekrar laparatomi
uyguland1 ve CLD uygulanan gruplarda intraabdominal sepsis gelismesi ¢cekal 6dem,
distansiyon ve nekroz gelismesi, periton icerisinde bol miktarda serbest sivi tespit
edilmesi ile dogrulandi. Abdominal aortadan alinan kan D-dimer ve fibrinojen
plazma diizeyi lciimleri i¢in %3.2 sodyum sitrat (Greiner Bio-One /VACUETTER)
iceren tiipe ve CRP ve TNF-a serum diizeyleri dl¢iimil icin serum separator jel
(Greiner Bio-One /VACUETTEY) igeren tiipe koyuldu. Her iki tiipe koyulan kanlar
30 dakika igerisinde 4000 devirde 4 dakika santrifiij edilerek serum veya plazmalar
ayrildi ve - 30°C'de saklandi. Analiz Oncesi eritilerek biyokimyasal dl¢iimler yapildi.

3.4.1. Plazma Fibrinojen Diizeyi Ol¢iimii

Fibrinojen diizeyi modifiye Clauss metodu ile Multifibren U (Dade Behring Inc.
Newark, DE 19714 USA) kitleri kullanilarak Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Laboratuvarda ol¢iilmiistiir.

3.4.2. C-Reaktif Protein Diizeyi Olciimii

Plazma C-Reaktif protein diizeyi immiinoturbidimetrik yontem ile in vitro
kantitatif tayini CRPLX Kkitleri ve Roche / Hitachi analizorleri kullanilarak Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarda olgiilmiistiir.

3.4.3. D-Dimer Diizeyi Olciimii

Plazmada capraz bagli fibrin olusumunun immiinoturbidimetrik yontem ile
kantitatif degerlendirilmesi D-Dimer Plus (Dade Behring Inc. Newark, DE 19714
USA) kitleri kullanilarak Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarda
Olciilmiistiir.

3.4.4. TNF-alfa Diizeyi Olciimii

Plazmada TNF-alfa diizeyi TNF-alfa Biyosource/96test/EIA kitleri ve ELISA
yontemi kullanilarak Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarda
Olciilmiuistiir.

3.5. Reolojik Parametreler

Sicanlarin abdominal aortasindan alinan kandan reolojik analiz ici gerekli
miktarda kan NH (Sodyum heparin) 170 .U (BD Vacutainer Systems, Preanalytical
Solutions Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK) iceren tiiplere koyuldu ve
bekletilmeden analiz edildi.

3.5.1. Tam Kan Viskozitesi

Tam kan viskozitesi farkli kayma hizlarinda Rheolog (Rheologics, Exton, PA)
viskometre ile Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda ol¢iildii. Bu viskometre in
vivo kosullar taklit edecek sekilde biyolojik olarak ge¢imli olan bir madde ile
kaplanmus, 1s1 kontrollii kapal1 bir sistemde kanin analizini saglar. Kan U seklindeki
kapiller icine alindiktan sonra bir siitun igerisinde toplanir. Ardindan kanin yer
cekimi dogrultusunda her iki kolonda dengelenmesine izin verilir. Kan akimi
baslangicta hizlidir ancak her iki kolonda bulunan kan seviyesi birbirine yaklasana
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kadar gecen siire icerisinde giderek yavaslar. kan akimi sirasinda sistem belirlenmis
bir zaman dilimi igerisinde (3 dakika) iki kolondaki kanin yiiksekligini kaydeder.

Akim hiz1 (kolonlardaki kanin yiiksekligindeki degisim hizi ile belirlenir) kapiller
tiip boyunca diisen basing ile dogrudan orantilidir ve akim hizindan yola ¢ikarak
kayma hiz1 ile viskozite matematiksel olarak sisteme irtibatli bir bilgisayar
yardimiyla hesaplanir (38). Tam kan viskozitesi dl¢iimleri 37°C sicaklikta, 1 — 1000
sn”' kayma hiz1 arah@ginda 6l¢iildii.

3.5.2. Plazma Viskozitesi

Plazma viskozitesi, Wells-Brookfield “cone-plate” rotasyonel viskozimetre
kullamilarak, 37 °C sicaklikta ve 1500 sn™' kayma hizinda, Fizyoloji Anabilim Dalina
ait Hemoreoloji Laboratuvarinda ol¢iildii.

3.5.3. Eritrosit Agregasyonu

Eritrosit agregasyonu Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda  gelistirilmis olan  fotometrik  agregometre kullanilarak
Olctilmiistiir. Bilgisayar kontrollii bu cihaz aralarinda 0.3 mm mesafe bulunan,
birbirine paralel iki cam plaka ve bunlardan birisini bilgisayar tarafindan belirlenen
hizda dondiiren bir adet motordan olugmaktadir. Bu iki cam plaka arasina
yerlestirilen kan Ornegine bir diyot (LED) tarafindan gonderilen infrared 1s1k
demetinin kan Orne8inin diger tarafindaki fotosensor tarafindan algilanip
amplifikator sistemi ve analog/digital ¢evirici yardimiyla bilgisayara aktarilmasiyla
151k gecirgenligi zamana kars1 kaydedilmistir.

Ol¢iimiin baslangicinda cam plakalardan birisi dondiiriilerek, kan 6rnegi 6lciim
noktasinda 500 sn”' kayma hizinda 10 saniye hareket ettirilmistir. Kan 6rnegi
icerisindeki eritrosit agregatlarini parcalayan (disagregasyon) bu hareketi izleyen ani
bir durma sonrasinda kan orneginin 151k gecirgenligi 10 saniye siiresince bilgisayar
tarafindan kaydedilmistir. Kayma kuvvetlerinin ortadan kaldirilmasindan sonra
ortaya cikan eritrosit agregasyonu sirasindaki 151k gecirgenligi degisikliginin zaman
icindeki seyri izlenerek, agregasyonun biiyiikliigli (derecesi) ve dinamigi
saptanabilir. Bilgisayar, 151k gecirgenligi-zaman egrilerinin altinda kalan alani
hesaplayarak, agregasyon derecesini yansitan birimsiz bir agregasyon indeksi
saglamaktadir.

Eritrosit agregasyonu, otolog plazma i¢inde veya agregasyon i¢in standart bir
siispansiyon ortami olarak kullanilan %1'lik Dextran 500 (MW: 500kD; Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) icinde, 37°C sicaklikta 6l¢iilmiistiir. Olciimlerde
kullanilan 6rneklerin hematokrit degeri 0.4 g/L'ye ayarlanmistir.

3.5.4. Eritrosit Deformabilitesi

Eritrosit deformabilitesi bir ektasitometre (LORRCA, RR Mechatronics, Hoorn,
The Nederlands) kullanilarak, cesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon
analizi ile degerlendirildi. Eritrositler, izotonik fosfat tamponu (PDF) ile
konsantrasyonu %35, viskozitesi ise 24cp olacak sekilde hazirlanmis PVP-360
(polivinylpyrolidone, Sigma, St. Louis, MO, USA) cozeltisi icinde yaklasik 1/200
diliisyonda siispansiyon haline getirildi. Bu siispansiyonun yaklasik 1 ml'si aralarinda
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0.3 mm bosluk kalacak sekilde birbirine uyan 2 cam silindirden olusan bir viskometri
sistemine yerlestirildi. iki cam silindirin arasindaki bosluga doldurulan siispansiyon
disindaki cam silindirin sistemi kontrol eden bilgisayar tarafindan uygun kayma
kuvvetlerini olusturmak iizere hesaplanan bir hizla dondiiriilmesiyle bu kuvvetlerin
etkisi altinda birakildi. Belirlenen araliktaki kayma kuvvetlerini olusturacak donme
hizlan bilgisayar tarafindan izotonik fosfat tamponu-PVP ¢ozeltisinin viskozitesi de
dikkate alinarak hesaplandi. Bu sirada sabit silindirin i¢inde yer alan bir lazer
kaynagindan cikan bir 1s1n eritrosit siispansiyonuna ulasmakta ve sonra bir ekran
izerine yansiyan difraksiyon paterni siispansiyondaki eritrositlerin seklini ve donme
hareketlerinin yarattigi akima orientasyonlarin1 yansitmaktadir. Artan kayma
kuvvetlerine paralel olarak, dairesel bir formdan elipsoid forma doniisiimiin derecesi
ile eritrositlerin sekil degistirme yetenekleri (deformabiltesi) arasinda dogru oranti
vardir. Elipsoid difraksiyon paterninin uzun (a) ve kisa eksenlerinin (b)
uzunluklarinin  bilgisayar tarafindan saptanmasiyla EI=A-B/A+B seklinde bir
elongasyon indeksi (EI) hesaplandi. Olgiimler 37°C 'de yapildi. EI degerleri 9 kayma
stresi arasinda (0.3-30Pa) olciildii. Bu degerler kullanilarak her 6rnek i¢in maksimum
elongasyon indeksinin yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti
(SSy2) LineaWeaver-Burke analizi uygulanark hesaplandi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde GraphPad Prism (3.cii siiriim) kullanildi. Kan ve plazma
viskozitesi, eritrosit agregasyonu ve deformabilitesi ile plazma fibrinojen ve serum
TNF-o diizeyi verileri ortalama * standart hata olarak degerlendirildi. Gruplar arasi
biyokimyasal ve reolojik verilerde gruplar arasi farklarin ikili karsilastirilmasi
varyans analizi ile farkli kayma hizlarinda kan viskozitesi degisikliklerinin
karsilagtirilmasinda ise tekrarlayan ol¢iimlerde varyans analizi ile yapildi. Gruplar
arasi farklarin istatistiksel olarak degerlendirilmesimde Neuman-Keuls post hoc testi
kullanildi. Nat+CL ile CL gruplar arasinda hayatta kalmanin analizi Kaplan Meier
testi ile yapildi.
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BULGULAR

4.1. Diisiikk Dozda (0.6 mg/giin) Nattokinaz Uygulanarak Yapilan Analizlerin
(Deney 1) Sonuclari
4.1.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclari
4.1.1.1. Fibrinojen Diizeyi Sonuclari
Plazma fibrinojen diizeyi oOl¢iimleri ortalamas1 K grubunda 178.9+114.8 mg/dl,
Lap grubunda 226.9+62.0 mg/dl, CL grubunda 302.3+84.8 mg/dl, Nat grubunda
151.8+63,3 mg/dl, Nat+Lap grubunda 290.8+147.7 mg/dl ve Nat+CL grubunda
331.9£178.9 mg/dl bulundu (Sekil 4.1.). K ve Nat gruplar ile yalnizca laparatomi
veya laparatomi ve CLD uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli fark
(p<0.05) bulunmus olmakla birlikte K ile Nat, CL ile Nat+CL veya Lap ile Nat+Lap
gruplar1 arasinda 6nemli fark yoktur.

4.1.1.2. CRP ve D-Dimer Diizeyi Sonuclari

Plazma D-Dimer ve serum CRP 6l¢iim sonuglari, bu parametrelerin 6l¢iimiinde
kullanilan kitlerin alt duyarlilik limitinden daha diisiik bulundugundan istatistiksel
analize uygun bulunmamustir.

4.1.1.3. TNF-a Diizeyi Sonuclar:

TNF-a diizeyi 6l¢iimleri ortalamasi1 K grubunda 22.3+17.2 pg/ml, Lap grubunda
24.6133.0 pg/ml, CL grubunda 32.0£27.9 pg/ml, Nat grubunda 16.2£18.9 pg/ml,
Nat+Lap grubunda 16.2+16.2 pg/ml ve Nat+CL grubunda 51.41£78.9 pg/ml,
bulunmustur (Sekil 4.2.). Yapilan istatistik analizde gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli fark bulunamamaistir.
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Sekil 4.1. Diisikk dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde plazma fibrinojen
diizeyi ortalamalar1 ve standart hatalar1 gosterilmistir. *p<0.05 K gruplarindan farki
gosterir. K ile Nat grubu, Lap ile Nat+Lap grubu, Cl ile Nat+CL grubu arasinda fark
yoktur.
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Sekil 4.2. Diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde plazma TNF-o
diizeyleri ortalamalar1 ve standart hatalar1 gosterilmistir (n=9). Calismaya alinan gruplarin
TNF-o ortalamalar1 arasinda fark yoktur (p>0.05).

4.1.2. Reolojik Analiz Sonuclar:
4.1.2.1. Tam Kan Viskozitesi Sonuclari

CLD sonras1 sepsis gelisen sicanlardan yetersiz miktarda kan alinabildiginden bu
gruplarda yapilan tam kan viskozitesi dl¢ciim sayis: istatistiksel analiz i¢in yetersiz
bulundu.

4.1.2.2. Plazma Viskozitesi Sonuclari
Gruplarin  1/1500 kayma hizinda Olgiilen plazma viskozitesi ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmadi (Sekil 4.3.).

4.1.2.3. Eritrosit Agregasyonu Sonuclari
4.1.2.3.1. Otolog Plazma Icinde Agregasyon Sonuclar

Otolog plazma icinde yapilan eritrosit agregasyonu Olciimleri sonucunda,
gruplarin M indeksi ortalamalar1t K grubunda 3.56+1.74, Lap grubunda 3.26+0.97,
CL grubunda 7.56%+1.74, Nat grubunda 2.98+0.56, Nat+Lap grubunda 5.49+2.75 ve
Nat+CL grubunda 6.7512.37 bulunmustur (Sekil 4.4.). K grubuna ait M indeksi
degeri ortalamas ile diger gruplar karsilastinlldiginda; Nat+CL (p<0.001), Nat+Lap
(p<0.05), CL (p<0.001) gruplar ile olan fark onemli, Nat ve Lap gruplar ile olan
fark istatistiksel olarak ©nemsiz (p>0.05) bulunmustur. Nat+Lap grubu ile Lap
gruplarinin M indeksi ortalamalar1 arasindaki fark 6nemli (p<0.05) bulunmakla
birlikte Nat+CL grubu ile CL grubu arasinda istatistiksel olarak énemli fark yoktur
(p>0.05). Yalmizca laparatomi uygulanan gruplar ile CLD uygulanan gruplar
karsilastirildiginda M indeksi ortalamalar1 arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.3. Diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde plazma viskozitesi
diizeyleri ortalamalar1 ve standart hatalar1 gosterilmistir. Calismaya alinan gruplarin plazma

viskozite ortalamalar1 arasinda fark yoktur (p>0.05).
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Sekil 4.4. Diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde gruplarin otolog plazma
icerisinde Olciilen eritrosit agregasyon indeksi (M) indeksi ortalamalar1 ve standart hatalar1

gosterilmistir. ** p<0.01, * p<0.05 K grubu ile fark: gosterir.
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4.1.2.3.2. %5 Dekstran icinde Agregasyon Sonuclar:

Yikanmis eritrositlerin, standart agregasyon ortami olarak kullamlan %]1'lik
dekstran 500 (MA: 500000 Dalton) cozeltisi i¢indeki siispansiyonunda yapilan
Olciimlerin sonuglart  Sekil 4.5.'de gosterildi. K grubu ile diger gruplar
karsilagtirildiginda yalnmizca CL grubunun M indeksi ile olan fark istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.05). CL grubu ile Nat, Lap, Nat+Lap gruplari arasindaki fark
da istatistiksel olarak 6nemli bulunmakla birlikte K ile Nat, CL ile Nat+CL veya Lap
ile Nat+Lap gruplarinin M indeksi ortalamalar1 arasinda Onemli fark yoktur
(p>0.05).
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Sekil 4.5. Diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde %1 Dekstran 500'iin
PBS icerisindeki ¢ozeltisinde olgiilen eritrosit agregasyon (M) indeksleri ortalamalar1 ve standart
hatalar1 gosterilmistir. *p<0.05 K grubu ile farki, +p<0.05 Lap grubu ile farki gosterir.

4.1.2.4. Eritrosit Deformabilitesi Degerlendirilmesi Sonuclar

Gruplardan elde edilen kan Ornekleriyle yapilan Ol¢timlerde, farkli kayma
kuvvetlerinde 6l¢iilmiis deformabilite degerleri karsilagtirilmis ve istatistiksel olarak
onemli fark bulunmamustir. Gruplarin SS;, degerleri ortalamalar1 arasinda da
onemli fark yoktur (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanan deneyde gruplara ait maksimum
elongasyon indeksinin yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS;5)
degerleri ortalamasi ve standart hatalar1 gosterilmistir. Calismaya alinan gruplarin SS,,
ortalamalari arasinda fark yoktur (p>0.05).

4.2. Yiiksek Dozda (6 Mg/Giin) Nattokinaz Uygulanarak Yapilan Analizlerin
(DENEY 2) Sonuclari
4.2.1. Fibrinojen diizeyi sonuclari

Yiiksek dozda (6 mg/giin) nattokinaz uygulamasinin etkilerinin arastirildig
Deney 2’de sicanlarin 27 tanesinden (her gruptan 9 sican) fibrinojen diizeyi
bakilmasina yeterli olabilecek kan alinabildi. Plazma fibrinojen diizeyleri
ortalamalar1 Lap grubunda 218.5 £ 29.6 mg/dl, CL grubunda 239.2 £ 22.3mg/dl ve
Nat+CL grubunda 212.5 + 49.9 mg/dl bulundu (S$ekil 4.7.). Nat+Cl grubundaki
siganlara ait fibrinojen diizeyi ortalamasi Lap ve CL gruplarindan diisiik olmakla
birlikte degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi (p>0.05).

4.2.2. Tam Kan Viskozitesi Sonuclar:

CLD sonrasi sepsis gelisen sicanlarin bazilarindan yetersiz miktarda kan
almabildiginden her gruptan 7 sicanda tam kan viskoziteleri lciilebildi. Rheolog™
ile farkli kayma hizlarinda (1-100/saniye) yapilan kan viskozitesi ol¢iimlerine ait
grafik Sekil 4.8' de gosterildi. Diisik kayma hizlarinda (1-10 /saniye) Nat+CL
grubunda yer alan sicanlarin tam kan viskozitesi diger gruplara gore daha diisiik
olmakla birlikte fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi. Ancak, kayma hizlarinin
degismesinin viskoziteye etkileri tekrarlayan Ol¢iimlerde varyans analizi ile
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark énemli bulundu (p<0.05). Kayma hizinin
azalmasiyla viskozite degisim hizi CL grubunda en yiiksek Nat+CL grubunda ise en
diigik bulundu. Benzer kayma hizlarinda gruplar arasi farklarin ikili analizi

20



yapildiginda yalnizca Lap ve CL gruplar arasinda 10 ve 50/saniye kayma hizlarinda
onemli fark bulundu (p<0.05) ancak Nat+CL grubu ile diger gruplar arasinda dnemli
fark elde edilemedi (p>0.05).
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Sekil 4.7. Yiiksek dozda (6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde plazma fibrinojen
diizeyleri ortalamalar: ve standart hatalar1 gosterilmistir (n=9). Gruplarn fibrinojen diizeyi
ortalamalar arasinda fark yoktur.
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Sekil 4.8. Yiiksek dozda (6 mg/giin) nattokinaz uygulanarak yapilan deneyde Lap, CL ve Nat+CL
gruplarinin farkli kayma hizlarinda viskozite degisimleri gosterilmistir. Benzer kayma
hizlarinda gruplarin viskozite degerleri arasinda fark yoktur.

21



4.3. Hayatta Kalma Analizi Sonuclari

Calismada Nat+CL ile CL gruplarina dahil olan 20 sicanin CLD operasyonu
sonrast 196 saat siiresince Olim siklig1 ve hayatta kalma siireleri degerlendirildi
(Cizelge 4.2.).

Nat+CL grubundaki sicanlarin gézlem siiresinin sonunda hayatta kalma orani
%50 ve ortalama hayatta kalma siiresi 133.7 + 24.0 saat olarak belirlendi. CL
grubundaki sicanlarin ise hayatta kalma oranit gozlem siiresinin sonunda Nat+CL
grubu ile benzer (%50) olmakla birlikte ortalama hayatta kalma siireleri 123.1 + 23.7
saat bulundu. Yapilan Kaplan Meier yasam siiresi analizi sonucunda iki grup
arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark yoktur (Sekil 4.9.).

Cizelge 4.2. Hayatta kalma analizi yapilan gruplar, 6lim siklifi ve si¢anlarmn Oliim saatleri

gosterilmistir.
GRUPLAR NATTOKINAZ ve CEKAL
CEKAL LIGASYON LIGASYON
n=10 n=10
Gozlem Siiresi 196 saat 196 saat
Olen sican 5 S
sayisl
Postoperatif 6liim zamam (saat)
1. sican 15 22
2. sican 28 33
3. sican 26 49
4. sican 120 51
5. sican 168 96
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Sekil 4.9. Hayatta kalma analizi sonuglarinin Kaplan-Meier metodu ile karsilagtirilmasi
y p
gosterilmistir.
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TARTISMA

Sepsis hastane ve yogun bakim tedavilerinin gelismesi ile birlikte sikligi artan
mortalitesi %?28-50 arasinda degisen bir sendromdur (51). Patofizyolojisinde
intravaskiiler fibrin birikmesi 6nemli rol oynar (52). Mikrovaskiiler tromboz
hasarlanmis dokunun tamir edilmesini ve sistemik dolasimdaki bakterilerin dokulara
difiizyonunun kisitlanmasini hedefleyen bir savunma mekanizmasidir. Ancak yaygin
ve asirt mikrotrombiis olugmasi siddetli doku iskemisi ve buna bagli organ
yetersizliklerine neden olur (53). Sepsiste gozlenen trombojenik durum monositlerde
doku faktoriiniin ve vaskiiler endotel hiicrelerinde PAI-1 ekspresyonunun artmasina
baghdir (52). Bu nedenle sepsise bagl plazma PAI-1 diizeyi artisinin baskilanmasi
tedavi hedefleri arasinda yer almaktadir.

Bu calismada, nattokinazin fibrinolitik/fibrinojenolitik islevlerinin sepsis
modelinde eritrositlerin reolojik Ozellikleri, kanin akiskanli§i ve mortalite iizerine
etkileri arastirilmustir. Literatiirde nattokinazin sepsiste gelisen DIK tedavisinde
kullanilmasina iliskin deneysel calisma bulunmamasi nedeniyle bu c¢alismaya
nattokinazin trombolitik amacli kullanildig1 ¢alismalardan yola cikarak 0.6 mg/giin
nattokinaz uygulanmasi ile baslanmistir (Deney 1). Bir haftalik nattokinaz
uygulanmasi1 sonrasi yapilan analiz sonucunda cerrahi girisim uygulanan tiim
gruplarda fibrinojen diizeyi ortalamasi kontrol gruplarindan daha yiiksek
bulunmustur. Akut faz reaktan1 olarak bilinen fibrinojenin cerrahi stres ve
inflamasyon sonrasi artmasi beklenen bir bulgudur. Ancak nattokinaz ile beslenme
uygulanmayan Lap ve CL gruplar1 kendi kontrolleri olan Nat+Lap (Lap grubunun
kontrolii) ve Nat+CL (CL grubunun kontrolii) gruplarn ile kiyaslandiginda rakamsal
olarak diisiik fibrinojen diizeyine sahip olsalar da bu fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamastir.

Ik deneyde kullamlan 0.6 mg/giin nattokinaz uygulanmasi sonrasi alinan
kanlarda yapilan TNF-o analizi sonucu gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli
fark tespit edilemedi. CLD wuygulanan gruplarda TNF-o ortalamalart diger
gruplardan yiiksek olmasina ragmen sonucun istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamasi, tiim gruplarda standart hatanin cok yiiksek olmasina neden olan bazi
analiz sonuclarindan kaynaklanmis olabilir. Bu nedenle her grupta asir1 yiiksek
bulunan bir veri iptal edilmis (n=9) olmasina ragmen, standart hata gruplarin
cogunda yiiksek bulundu.

Kontrol gruplarina alinan sicanlarin abdominal aortasindan deney sonunda
yaklasik 6-8 ml kan alinabilmesine ragmen CLD yontemi ile intraabdominal sepsis
olusturulan siganlardan ancak 3-5 ml kan alinabildi. Bu durumun sepsis
sendromunun karakteristik 6zelligi olan vaskiiler yapilar disina sivi kagisina bagh
oldugu diistiniildi. CLD uygulanan sicanlardan az kan alinabilmesinin deney
sonuglart acisindan Onemi, ilk deneyde bu gruplardan alinan kanin yetersizligi
nedeniyle tam kan viskozite analizinin yapilamamis olmasidir.
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Deney 1’de kullanilan 0.6 mg/giin nattokinaz uygulanmasi sonrasi gruplardan
aliman kanlarin plazma viskoziteleri arasinda istatistiksel olarak ©nemli fark
bulunmamistir. Fibrinojen diizeyinin plazma viskozitesini belirleyen en ©Onemli
unsurlardan birisi oldugu ve bu deneyde plazma fibrinojen diizeylerinin benzer
bulundugu diisiiniiliirse, gruplar arasinda plazma viskoziteleri arasinda fark
bulunmamasi1 beklenen bir sonugtur. Sonug olarak, nattokinazin plazma fibrinojen
diizeyi ve plazma viskozitesi iizerine etkisi olmamustir.

Plazma i¢indeki ve hiicresel faktorlerdeki degisimi ortaya koymak iizere yapilan
%5 Dextran igindeki agregasyon Ol¢iimlerinde elde edilen bulgular birbirine
yakindir. CLD uygulanan gruplarda eritrosit agregasyonu beklendigi gibi yiiksek
bulunmakla birlikte nattokinaz uygulanan gruplar kontrolleri ile karslastirildiginda
istatistiksel olarak onemli fark bulunmamistir. Eritrosit deformabilitesi analizinde ise
sonuglar tiim gruplarda benzer bulunmustur.

Nattokinazin eritrosit agregasyonu ve kan viskozitesi iizerine etkileri bir
calismada in vitro ortamda arastirilmis ve enzim ile muamale sonucunda eritrosit
agregasyonunda doz bagimli azalma ve kan viskozitesinde ozellikle diisiik kayma
hizlarinda azalma oldugu bildirilmistir (3). Deney 1’de bahsedilen bu calisma ile
uyumsuz olarak, nattokinaz uygulanan gruplarda eritrosit agregasyonundaki azalma
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Ayrica, intraabdominal sepsis olusturulan
sicanlardan yetersiz kan alinabilmesi nedeniyle kan viskozitesi ol¢ctimii yapilamamis
ancak, plazma viskozitesi sonuglarinda da gruplar arasinda ©Onemli fark elde
edilmemistir. Eritrosit agregasyonu ve plazma viskozitesi Ol¢ctim sonuglarinin,
nattokinaz uygulanan gruplarda daha diisiik bulunmamasi (p>0.05), kullanilmis olan
nattokinaz dozunun yetersiz olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu amacla daha yiiksek
dozda (6 mg/giin) nattokinaz uygulamasinin plazma fibrinojen diizeyi, kan
viskozitesi ve sag kalim tizerine etkileri farkli 2 deney ile test edilmistir.

Kan viskozitesi ve plazma fibrinojen diizeyinin yiiksek dozda (6 mg/giin)
nattokinaz kullanilmas1 ile degisiminin incelendigi ikinci calismada, Nat+CL
grubunda plazma fibrinojen diizeyi Lap ve CL gruplarindan diisiik bulunmakla
birlikte fark 6nemli degildi (p>0.05). Benzer sekilde, kan viskozitesi de, ozellikle
disik kayma hizlarinda, Nat+CL grubundaki sicanlarda diger gruplardaki
sicanlardan daha diisiik bulundu ancak fark istatistiksel olarak ¢nemli bulunmadi
(p>0.05). Kayma hizinin azalmasiyla viskozite degisim hizi ise CL grubunda en
yiiksek Nat+CL grubunda ise en diisiik bulundu (p<0.05).

Sepsis Oncesi intragastrik nattokinaz uygulanmasinin sepsiste hayatta kalma
tizerine etkilerinin arastirildigi Deney 3’de CLD o6ncesi 1 hafta boyunca beslenme
sondas1 yardimi ile 6 mg/giin nattokinaz verilmis ve Nat+CL grubu ile CL grubunun
hayatta kalma siireleri kiyaslanmistir. Yasam siireleri agisindan fark Onemli
bulunmamistir. Nattokinazin direkt ve PAI-1 inhibisyonu yoluyla olusturdugu
fibrinolizin intraabdominal sepsis modelinde yasam siiresi lizerine onemli etkisinin
olmamasi iki sekilde yorumlanabilir. Yorumlardan ilki uygulanan nattokinaz dozu
veya uygulama siiresinin yetersiz olma ihtimalidir. Nattokinaz ve ¢ekal ligasyon ile
cekal ligasyon gruplarinin fibrinojen diizeyleri ve kan viskoziteleri arasindaki farkin
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onemli bulunmamasi da bu yorumu desteklemektedir. Uygulama siiresi ve dozun
yeterliligine iliskin daha giivenilir bilgi serum PAI-1 ve fibrinojen yikim iiriinleri
diizeylerinin ol¢iilmesi ile elde edilebilir. Bu calismanin planlanmasi sirasinda
bahsedilen her iki parametrenin de analiz edilmesi planlanmis ancak PAI-1 igin
uygun kitler temin edilemediginden bu parametre protokolden c¢ikartilmistir.
Fibrinojen yikim iiriinlerinden birisi olan D-dimer ise ilk deneyde tiim si¢anlarda
analiz edilmis ancak kullanilan kitlerin sensitivitesinin uygun olmamasi nedeniyle
bulgulara istatistiksel analiz uygulanmamastir.

Ikinci yorum nattokinaz uygulamasi sonrasi gelisen fibrinoliz ile DIK siddetinin
gerilemesinin sepsiste mortalite iizerine etkisinin kisitli denek sayisi nedeniyle
belirgin olmamasi olabilir. Sepsis tiim sistem ve organ fonksiyonlarini etkileyen bir
sendromdur. Multiorgan yetersizligine neden olan DIK mortalite iizerine direkt etkili
olsa da sepsise bagl oliimiin temel nedeni vazojenik sok, ekstravaskiiler alana sivi
kacis1 ve katekolaminlere yamtsizliktir. DIK ve dolayisi ile DIK tedavisinin septik
hayvanlarda mortalite lizerine etkilerinin degerlendirilmesinde denek sayilarinin
arttirilmasi daha uygun olabilir.

Sepsiste serum fibrinojen diizeyleri, eritrosit agregasyonu ve kan viskozitesi gibi
hemoreolojik parametrelerde artis oldugu bilinmektedir. Bu faktorlerin normal
degerlere yaklastirilmasi sepsise bagli problemlerin sikliginin veya siddetinin
azalmasina neden olabilir. Fibrinolitik aktivitenin ise sepsiste organ yetmezligi
gelismesinden koruyucu oldugu diistiniilmektedir. Sentetik fibrinoliz inhibitorii olan
traneksamik asit ile tedavi edilen septik siganlarda glomeruler fibrin birikiminin ve
renal yetersizligin arttigi bildirilmistir (54).Trombolitik aktiviteleri nedeniyle klinikte
son yillarda yaygin kullanilmakta olan plazminojen aktivatorlerinin (t-PA, iirokinaz)
deneysel sepsis modellerinde sistemik uygulama sonrasinda DiK'e bagli organ
yetersizliklerini azalttif1 gosterilmistir (55, 56, 57). Asakura (55) ve ark ¢alismasinda
lipopolisakkarit enjeksiyonu sonrasi deneysel sepsis ve DIK olusturulmus siganlara
uygulanan intravenoz iirokinazin plazma PAI-1 aktivitesini ve glomeruler fibrin
birikimini baskiladigr bildirilmistir. Hardaway (56) ve ark. ise domuzlarda
olusturduklar1 deneysel sepsis modelinde intraven6z E. Coli uygulamasi sonrasi
tirokinaz verilmesinin mortalite, asidoz ve koagiilasyon bozukluklarini engelledigini
gostermistir. Tavsanlarda deneysel sepsis modeli ile yapilan bir c¢alismada
endotoksin enjeksiyonu sonrasi t-PA uygulamasinin renal fibrin birikimi ve
mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir (57). Bahsedilen ¢alismalarda deney hayvanlarinda
kanama komplikasyonu ve buna bagh o©liim bildirmemistir. Ancak plazminojen
aktivatorlerinin trombolitik amacli klinik kullanimi sirasinda intrakranial kanama
basta olmak iizere kanama komplikasyonlar1 goriilmektedir (58). Plazminojen
aktivatorleri ile deneysel sepsis modellerinde DIK tedavisinde iimit verici sonuclar
bulunmakla birlikte sepsis tedavisinde klinik kullanimlarin1 arastiran bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Plazminojen aktivasyonu saglayarak gosterdikleri fibrinolitik/fibrinojenolitik
ozellikleri nedeniyle deneysel sepsis modellerinde kullanilmis diger bir ajan grubu
PAI-1 inhibitorleridir. XR5118 PAIl-1'e baglanarak plazma PAI-1 aktivitesini
azalttig1 gosterilmis, trombiis olusumunu engelleyici ve trombolitik etkileri oldugu in
vivo ortamda kamitlanmis bir ajandir ancak DIK tedavisinde kullanimina iliskin
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calisma bulunmamaktadir (59). Monoklonal antikor MA-33B8 ile deneysel sepsis
modelinde PAI-1 inhibisyonu saglanmig ve tavsan bobreklerinde fibrin birikiminde
azalma olusturdugu gosterilmistir (60). Farelerde lipopolisakkarit enjeksiyonu
yoluyla sepsis olusturulmasi 6ncesi 8 giin boyunca oral T -686 (PAI-1 inhibitorii)
mortaliteyi doza bagimli olarak azaltmistir (61).

Fibrinolitik 6zellikleri bulunan mikrobial enzimlerden en iyi bilinen ajanlar
streptokinaz ve stafilokinaz'dir. Her iki ajan da 0zellikle miyokard infarktiisii ve
iskemik inmenin trombolizis yontemi ile tedavisinde basar1 ile kullanilmaktadir (50).
Lokal intravaskiiler tromboz eritilmesi disinda sepsise bagl gelisen DIK tedavisinde
kullanimi ile iliskili calisma bulunmamaktadir. Bu calismada
fibrinolitik/fibrinojenolitik etkinliginin sepsiste kan fibrinojen diizeyine, kan
viskozitesine ve mortaliteye etkilerinin incelendigi nattokinaz enzimi de mikrobial
fibrinolitik enzimler arasinda sayilmaktadir (20).

Nattokinazin fibrinolitik etkinligini arastiran bir¢ok in vivo ve in vitro caligma
bulunmaktadir. Femoral vende trombiis olusturulmasi sonrasi oral nattokinaz verilen
kopeklerin 5 saat sonra yapilan anjiyografilerinde reperfiizyonun basladig1 ancak
plasebo grubunda piht1 erimesi gozlenmedigi bildirilmistir (36). Sicanlarda karotid
arter trombiisiiniin eritilmesinde nattokinaz ve plazminin etkinligi kiyaslanmis ve kan
akimi daha yiliksek oranda (nattokinaz: %62, plazmin: %15.8) saglanmistir (63).
Enzimin oral uygulanmasi sonrasi insan ve deney hayvanlarinda sistolik ve
diyastolik kan basinglarinin diistiigii, yliksek riskli bireylerde ekstremitelerde
sismenin azaldigr ve derin ven trombozu riskinin azaldig bildirilmistir (64, 65).
Nattokinazin trombolitik amag disinda sepsiste gelisen DIK tedavisinde etkinligi ile
ilgili calisma bulunmamaktadir.

Sepsis; yogun bakim hastalari, bagisiklik sistemi bozuklugu olanlar ve benzeri
yiiksek risk gruplarinda goriilme siklig1 yiiksek olan bir durumdur. Sepsis tedavisi
erken tani, antibiyoterapi, voliim replasmani, vazoaktif ve pozitif inotrop
medikasyon, mekanik ventilasyon ve temel yogun bakim tedavilerini icermektedir
(66). Sepsise bagli DIK ve buna bagli multiorgan yetersizligi tedavisinde kabul
goren tek tedavi rekombinant aktif protein C (drotrecogin alfa) uygulamasidir (67).
Ancak bu tedavi kanama komplikasyonlarinin siklig1 ve yiiksek maliyeti nedeniyle
yanlizca sec¢ilmis vakalarda uygulanmaktadir. Fibrinolitik/fibrinojenolitik etkisi
mevcut olan, oral beslenme soliisyonlar1 ile verilebilen, kanama komplikasyonu
olmayan, yan etkisi bulunmayan, sepsis acisindan risk gruplarinda rutin beslenmede
kullanilabilen, diisiik maliyetli bir ajan olan nattokinaz sepsise bagl DIK tedavisinde
yeni ufuklar acabilir.

Sonug olarak, siganlarda ¢ekal ligasyon ve delme ile olusturulan intraabdominal
sepsis Oncesi 7 giin boyunca 0.6mg/giin veya 6 mg/giin dozlarinda intragastrik
nattokinaz verilmesi plazma fibrinojen seviyesi, hemoreolojik parametreler ve
sepsise bagli mortalite {izerine istatistiksel olarak onemli bir etki olusturmamistir.
Ancak farkin 6nemli olmamasinin uygulanan nattokinaz dozu, uygulama siiresi ve
denek sayisi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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SONUC

1. Calisma sonucunda, diisiik dozda (0.6 mg/giin) nattokinaz uygulanmasi ile
plazma fibrinojen diizeyi, plazma viskozitesi, eritrosit agregasyonu ve
deformabilitesinde olusan degisikliklerin arastirildigi Deney 1°de, nattokinaz
uygulanan gruplarda plazma fibrinojen diizeyi, plazma viskozitesi ve eritrosit
agregasyonunda istatistiksel olarak onemli bulunmayan azalma tespit edildi.
Eritrosit deformabilitesi bulgularinda ise gruplar arasinda fark goriilmedi.

2. Deney 1’de alinan sonuglarin uygulanan nattokinaz dozunun yetersiz
oldugunu diisiindiirmesi nedeniyle yapilan Deney 2’de, yiiksek dozda (6
mg/giin) nattokinaz ve CLD uygulanan si¢anlarin kan viskozitesi ve plazma
fibrinojen diizeyleri CL ve Lap gruplari ile karsilastirildi. Siganlarin ortalama
fibrinojen diizeyleri Lap grubunda 218.5 + 29.6 mg/dl, CL grubunda 239.2 +
22.3mg/dl ve Nat+CL grubunda ise 212.5 £ 49.9mg/dl tespit edildi. Nat+CL
grubundaki si¢canlara ait fibrinojen diizeyi ortalamasi CL ve Lap gruplarindan
diisiik olmakla birlikte degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmadi.

3. Rheolog™ ile farkli kayma hizlarinda yapilan kan viskozitesi Slgiimleri
sonucu diisiik kayma hizlarinda (1-10 /saniye) Nat+CL grubunda yer alan
sicanlarin tam kan viskozitesi ortalamalar1t Lap ve CL grubuna gore daha
diisiik olmakla birlikte fark istatistiksel olarak Onemli bulunmadi. Benzer
kayma hizlarinda gruplar arasi farklarin ikili analizi yapildiginda Nat+CL
grubu ile diger gruplar arasinda 6nemli fark elde edilemedi.

4. Yiiksek dozda (6 mg/giin) nattokinazin sepsiste hayatta kalma iizerine
etkilerinin arastirildigt Deney 3’de Nat+CL grubundaki siganlarin gozlem
siiresi olan 196 saat sonunda hayatta kalma orant %50 ve ortalama hayatta
kalma siiresi 133.7 = 24.0 saat, CL grubundaki si¢anlarin ise hayatta kalma
orani nattokinaz grubu ile benzer (%50) olmakla birlikte ortalama hayatta
kalma siireleri 123.1 = 23.7 bulundu. Yapilan Kaplan Meier yasam siiresi
analizi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak onemli fark olmadigi
goriildii.
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